红树林土壤中脂肪酶产生菌的筛选及酶学性质 by 董磊 et al.
第 49 卷  第 4 期 厦门大学学报(自然科学版) Vol. 49 No. 4
 2010 年 7 月 Journal of Xiamen U niversity ( Natural Science) Jul. 2010 
红树林土壤中脂肪酶产生菌的筛选及酶学性质
董  磊1, 2 ,李姜维1 ,杨彩云1 ,田  蕴1 ,林光辉1, 2 ,郑天凌1, 2*
( 1. 厦门大学生命科学学院, 2.近海海洋环境科学国家重点实验室(厦门大学) ,福建 厦门 361005)
  
收稿日期: 2009-11-12
基金 项 目: 国 家 高 技 术 研 究 发 展 计 划 ( 8 6 3 ) 项 目
( 2 0 0 8AA 09Z408 ) ; 国 家 自 然 科 学 基 金
( 40930847, 30940002, 30930017 ) ;福建省科技计划
项目( 2009Y0048) ;深港创新圈项目( 08Lh-04 )
* 通讯作者: microzh@ xm u. edu. cn
摘要: 从福建龙海红树林区土壤中分离获得 9 株产脂肪酶的细菌, 经 16S rDNA 序列分析表明分别属于红球菌属
( Rhodococcus)、库克菌属( K ocur ia)、假单胞菌属( Pseudomonas)、芽胞杆菌属 (B acillus)和微小杆菌属 ( Ex iguobacteri-
um) .对 9 株细菌所产的脂肪酶进行酶学性质研究, 结果显示这些酶的最适作用温度在 25~ 35 e 、最适作用 pH 值在 8~
10, 其中 L13 菌株所产脂肪酶( Lc13)具有适应温度和 pH 范围较广、对多种金属离子耐受性强、能有效降解不同底物等
特点,在环境保护和工业生产方面具有良好的应用前景.
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稀性,因此对红树林土壤微生物的研究正成为热点 [ 1] .
















1. 1  样  品
用于菌株筛选的红树林土壤采集自福建省九龙江
口南岸的龙海市浮宫镇草埔头村九龙江口秋茄林.
1. 2  培养基
富集培养基: 酵母膏 0. 2 g, Na2HPO4 3. 5 g,
K2HPO 4 1. 5 g, M gSO 4 # 7H 2O 0. 5 g, N aCl 0. 5 g,橄
榄油 10 g, pH 7. 0,纯水定容至 1 000 mL.
2216E培养基(液体) : 蛋白胨 5 g, 酵母粉 1 g ,磷
酸高铁 0. 01 g , pH 7. 6~ 7. 8, 陈海水定容至 1 000
mL.
2216E培养基(固体) : 蛋白胨 5 g, 酵母粉 1 g ,磷
酸高铁 0. 01 g, 琼脂 15 g , pH 7. 6~ 7. 8, 陈海水定容
至 1 000 mL.
筛选培养基:牛肉膏 5 g ,蛋白胨5 g,琼脂15 g,罗
丹明 B 0. 5 g ,纯水定容至 1 000 mL.
1. 3  产胞外脂肪酶菌株的筛选
采用罗丹明 B 指示剂染料法[ 7-8] . 选择菌株周围
桔红色荧光圈大且清晰的菌株转移到 2216E 培养基
上保藏以供进一步研究.
1. 4  粗酶液的制备
将菌种接种于液体 2216E培养基, 37 e 恒温摇床
震荡培养 48 h, 8 000 r/ min, 10 min, 4 e 离心收集上
清液,缓慢加入硫酸铵并轻柔搅拌, 至 65%饱和度,于
4 e 放置过夜, 8 000 r/ m in, 4 e 离心沉淀 20 min, 弃
上清,以 0. 02 mol/ L , pH 9. 0磷酸缓冲液溶解沉淀即
为粗酶液.
1. 5  脂肪酶酶活力测定
取 4个 100 mL 锥形瓶, 每瓶加入 5 mL 0. 025
mol/ L 磷酸缓冲液和 4 mL 橄榄油乳化液,摇匀, 40 e
水浴 5 min, 然后在 4个瓶中各加 1 mL 粗酶液.从加
入酶液开始精确记时, 继续保温 15 m in, 取出立即加
入 95% (体积分数)的乙醇 15 mL 终止酶的作用,再加
入 3滴酚酞指示剂, 用 0. 05 mol/ L NaOH 滴定溶液
至呈粉红色. 以 1 m in 从底物 (橄榄油)中释放出 1
Lmol脂肪酸的酶量定义为 1国际单位( U) [ 9] .
1. 6  菌种的分子生物学鉴定
细菌总 DNA 的提取参照文献[ 10] . 菌株 16S rD-
NA PCR 扩增体系参考文献[ 11] .
PCR 产物 (约 1. 5 kb ) 经 AT 克隆至载体
pMD18-T, 后转化大肠杆菌, 筛选并获得阳性克隆子.
测序由上海英骏生物技术有限公司测序. 将菌株 16S
rDNA 基因序列提交 NCBI 数据库( ht tp: / / www . nc-
bi. nlm. nih. gov / BLAST ) ,进行序列比较分析.
1. 7  胞外脂肪酶酶液酶学性质研究
1)温度对酶液活性的影响: 分别测定不同温度
( 15, 25, 30, 35, 40, 50 e )对酶液活性的影响.
2) pH 值对酶液活性的影响: 用 pH 分别为 6, 7,
8, 9, 10的 PBS缓冲液( 0. 025 mol / L )配制底物溶液,
测定酶在最适温度不同 pH 值条件下的酶活力, 以确
定其最适作用 pH 值.
3)金属离子对酶液活性的影响: 将等体积的粗酶
液与 0. 002 g / mL 的金属氯化物( KCl、NaCl、CaCl2、
CuCl2、FeCl3 和 MgCl2 )溶液相混合, 置于 25 e 中 30
min 后取出测其酶活(以未经处理的酶液酶活为 1) .
4) SDS 对酶液活性的影响: 在酶活力测定体系
中加入质量分数分别为0. 1%, 0. 2% , 0. 3% , 0. 4%,




油, 终浓度均为 4% (质量分数)时的酶活力 ( 25 e ,
pH= 9. 0) .
2  结果与分析
2. 1  菌种分子生物学鉴定结果
将菌株的 16S rDNA 序列与 NCBI 数据库中的序
列进行相似性比较(表 1) , 序列相似性小于 98%可以
认为属于不同的种,相似性小于 93% ~ 95%, 可以认
为属于不同属[ 12] .从 16S rDNA 序列相似性比较结果
可以看出,这 9株产脂肪酶菌株可分为 5个属: L1属
于红球菌属( Rhodococcus) , L3 属于库克菌属 ( K ocu-
r ia) , L4属于假单胞菌属( Pseudomonas) , L5B、L5H、
L6、L12和 L14属于芽胞杆菌属( Baci l lus) , L13属于
微小杆菌属( Ex ig uobacter ium) .将以上 9株菌所产生
的脂肪酶命名为 Lc1、Lc3、Lc4、Lc5B、Lc5H、Lc6、Lc
12、Lc13和 Lc14.
表 1  菌株 16S rDNA 序列相似性比对结果
Tab. 1  The comparison r esult of similar ity o f the 16S
rDNA sequence
菌株 最高同源种/属 相似性/ %
 L1   Rhodococcus sp.  98
 L3   K ocur ia sp.  96
 L4   P seudomonas aerug inosa  97
 L5B   Bacillus cer eus  99
 L5H   Bacillus sp.  100
 L6   Bacillus cer eus  100
 L12   Bacillus mycoides  100
 L13   Ex iguobacter ium sp.  100
 L14   Bacillus sp.  100
2. 2  温度对酶液活性的影响
各脂肪酶的最适作用温度集中在25~ 35 e 之间,
属于中低温脂肪酶, 由于其最适温度较低,可在常温下
发挥较高的活性,因此适用范围较广.其中 Lc3的最适
作用温度最低( 25 e ) , 而 Lc4、Lc5B和 Lc12的最适作
用温度较高( 35 e ) ,尤其 Lc4在 50 e 下仍有约 50%
的剩余活力.总体而言, Lc5H 酶促反应的热稳定性较
差, 而Lc5B和Lc13在25~ 35 e 之间都有较高的稳定
性(图 1) .
 图 1  温度对脂肪酶活性的影响
 F ig. 1 Effect of temperatur e on activit y of enzymes
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2. 3  pH 值对酶液活性的影响
各脂肪酶的最适 pH 均集中在 8~ 9之间, 为碱性
脂肪酶, Lc6、Lc12和Lc13酶促反应中 pH 的适应范围




 图 2  pH 对脂肪酶活性的影响
 F ig. 2 Effect of pH on act ivity o f enzymes
2. 4  金属离子对酶液活性的影响
从金属离子对酶活力影响的研究中可以看出(图




对 Lc14, M g2+ 对 Lc6, K+ 对 Lc5B




 图 3  金属离子对酶活性的影响
 F ig. 3 Effect of metal ions on activ ity o f enzymes
2. 5  SDS对酶液活性的影响
SDS作为非离子表面活性剂的代表对所有酶活
性都有较强的抑制作用, 大多数脂肪酶在 SDS 的质量
分数为 0. 2%时活性已丧失 50%以上, 但 Lc1 和 Lc6
在 SDS的质量分数为 0. 3%时仍有 80%左右的活性,
当 SDS的质量分数达到 0. 5%时仍有 30%左右活性,
表现出一定的耐受力(图 4) .
 图 4  SDS 对酶活性的影响
 F ig. 4 Effect of SDS on activ ity of the enzymes




发现,当底物不同时, L3、L5B、L6、L12 和 L13所产脂
肪酶的催化效率变化不大, L4所产脂肪酶催化花生油
和大豆油的效率较高, L14所产脂肪酶对橄榄油的专
一性较强(图 5) . 可在实际应用中针对具体底物选择
合适的脂肪酶.
 图 5  脂肪酶粗酶液催化几种植物油活性的比较
 F ig. 5 Com par isons o f lipases activity o f plant oils
3  讨  论
红树林生境的特殊性与高度复杂性造就了微生物
的多样性,微生物的比表面积大, 基质亲和能力强, 能




特性决定其中必然蕴藏独特酶资源和基因资源[ 1] , 具
有很高的科研和应用价值.
经酶学性质试验分析, 本文所分离的菌株中 L13
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Screening of Lipase-producing Bacteria from Mangrove Soil and
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Abstract: 9 stra ins lipase-producing bacteria from mangrove soil o f L onghai, Fujian w ere isolated and char acter ized. The results o f
16S rDNA sequence analysis showed t hat those bacter ia belonged to Rhodococcus, K ocur ia, Pseud omonas , Bacil lus and E x iguobacte-
r ium . P reliminar y studies on propert ies o f lipase product s from t ho se bacter ia demonstr ated that the optimal temperature w as 25 e to
35 e , the optimal pH was 8 to 10. T he lipases ( Lc13) produced by L13 had an effectiv e r ole in a wide range of temperature and pH .
They w ere also resisted to a var iety o f metal ions and could effectively deg rade different subst rates. Due to these pr operties, we sup-
pose the lapses w ill have a bro ad application prospect in indust rial product ion and envir onmenta l pro tection.
Key words: mang rove; lipase; enzyme properties
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